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Prufungsantrag gem. J 44 PatG ist gesteilt 

@ ZellinterelctionssYstem zur induktlon kunstiioher Gewebe 

@ Die Erfindung betrtfft Zainntaraktionasysteme zur lnduk- 
tion kfinatiicher Gewebe, die zur HersteUung vttalar Trana- 
plantate odar zur Eta bile rung von KrankhelumodeJlen geeig- 
net aind, Derertige Zalltntsai^ktionakultursystanna fur in vitro 
Organ- und Gewebemodeile warden zur Haratallung von 
Zallgaweben mh Hilfe draldimanstonaler - eine extrazeHutare 
Matrix aufweiaender - Tragentrukturen verwendat Die ange 
Intaraktlon artifizieiler Gewebe erlaubt dan Aufbau von 
ModeDen fur Erkrankungan, wobei an dan Grenzzonen Zelf- 
und Matrixverlnderungen durch fiu&ere Enfluaaa, z, 6. 
durch Madikamentangabe, gapruft warden konnen. 
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Beschreibung Weise l2Bt sich durch ein Aneinanderbinden von Zelien 

eine mterzeilulJLre Matrix ausbilden. 

Die Erffodung betrifft Zdlinteraktk>nssysteme zur In- Dcrartige dreidimensionale Trlgemrakturen stehen 

duktion kflnstlicher Gewebe zuxn Zweckc der Herstel- jedoch vor dcr Schwierigkeh, die Zelien tm Inneren des 

lung vital er Transplantate oder zur EtabKerung von 5 ImplanutesaosreichendmtlNihrstoffenzu versorgen. 

Krankheitsmodellea Dcrartige Zellinteraktionszellkul- Der Erfindung liegt die Aufgabe zugnindc, die Eta- 

tunysteme f Or in vitro Organ- und Gewebemodelle eig- fattening von Zeliinteraktionssystemen zu ermOgiichen, 

nen sich zur Herstellung dreidimenaionaler Zellgewebe die zur Induktion kQnstlicher Gewebe zu f unktionalen 

mrt Hilfe dreidimenaonaler Tiigentrukturen, die die Geweben geeignet sind Die Aufgabe wurde dadurcfa 

Bildung einer extrazellulflren Matrix (ECM) erlauben, 10 gelfist, daB dreidimcnsionale Kulturen, die eine extrazel- 

aber zun&chst selbst ooch kerne ECM aufweisen. Die hxl&re Matrix beshzen oder entwickeln, miteinander 

enge Interaktion artifrzieller Gewebe ermogikht den fiber Mcmbranen verbunden sind oder in direktem 

Aufbau von Modellen fOr Erkrankungcn, wobei an den Kontakt stehen oder miteinander vennengt sind. So er- 

Grenzzonen ZeU- und Matrixveranderungen durch au- folgt die Induktion eines artifizieUen Zellgewebes zu 

3ere Einflflsse, z. B. durch Medikamentengabe, geprQft 15 z> B. Knorpel- oder Knochengewebe durch transfizierte 

werden k&nnen. Zellkulturen oder dreidimcnsionale Kulturen von Pe- 

Es sind zahlreiche Zellkultursysteme bekannt, in de- riost- oder Perichondriumzellen. 

nen eine extrazellul&re Matrix (ECM) beschrieben wor- Das erfindungsgem&Be Zellinteraktionssystem 

den ist So wird in der Patentschrift DE34 10631 cin (Fig. 1) besteht aus der Nahridsung/dem KOhlbehaiter 

Implantationsmaterial zur WlederhersteQung defekter 20 It der Tropfenbildungskammer 2, der Mischungskaxn- 

Knorpel oder Knocfaen vorgestellt, das entweder in mer 3, der Perfusionskamzner 4 (mit Wflrmeplatte), der 

Gelform oder eingebettet in natfirliches oder kfinstH- Mengenmessungseinricfatung 5 (optische Kontrolle), der 

ches Knochenmaterial vorliegt Das Gei enthak em- Probeentnahme 6, der Mediumauslaufkammer 7 und 

bryonale artspczifiscbe Chondrocyten oder Mesen- dem Interface/PC & 

chymzellcn und vorzugsweise auch eine extrazellul&re 25 Erfinduxigsgem&fi werden dreidimcnsionale Zellge- 

Matrix von Chondrocyten und Wachstumshormone. In webe mit Hilfe dreidimensionaler Trfigerstrukturen, 

der US (US-Patentschrift) 4801299 weiden Kfirperim- z, B. resorbierbare Polymervliese, hergestellt FQr die 

plantate in Form einer extrazeliul&ren Matrix auf der Herstellung eines Knorpelgewebes z. B. werden entdif- 

Basis von Kollagen vorgeschlagen. ferenzierte (vennehrte) Knorpelzellen oder undiff eren- 

Eine Methode zur Gewebe-Regenerierung mit Hilfe 30 zierte mesenchymale Vorl&uferzellen verwendet Diffe- 

einer extrazelluiaren Matrix-Induktion bOdet den Gc- renzierte Knorpelzellen vom Patienten stehen norma- 

genstand der US 493500a Extrazellulare Matrizes fin- lerweise nur in geringer Menge (operatxver Eingriff not- 

den weiterhin im Zusammenhang mit der Wicderher- wendig) zur Verffigung. 

stellung dcr mcnschlichcn Haut kosmetischen Komposi- Urn ein differenzierendes Mikro milieu zu schaffen, 

tionen (US 5055298) sowie auf Kollagen- oder Fibre- 35 wild a) eine undiff crenzicrtc Zellsuspension mit kfirper- 

nektin-Basis zuro Anheften von T-Zellen (US 5188959 eigenen Zelien oder Zellaggregaten eines defimerten 

und 5354686) Verwendung. Kollagen (Typ I) ais Grund- (diff erenzierten) Phfinotyps gemischt, werden b) defi- 

matrix fttr die station&re Phase bipolar adhfirierter He- nierte (z. B. diff erenzierte) oder genetisch manipulierte 

patozyten einer ZeDkultur wird in der DE 43 36 399 be- kdrperfremde Zelien in einem Gel oder Vlies suspen- 

schrieben. 40 diert und urn das Gewebe herum bzw. direkt an das zu 

Die funktionelle ImmobiEsienmg von Enzymen, Pro- different ere nde Gewebe gelagert 

teinen und ganzen Zelien auf festen, biokompadblen Die Anordnung dieses Verf ahrens steilt eine definier- 

Tragermaterialien mittels elektrostatischer Wcchsel- te Kontaktzone zwischen zwei artifizieUen dreidimen- 

wirkung zwischen der Oberfiachenbcschichtung des sionalen Zellgeweben hen Diese Kontaktzone dient ais 

FestkOrpers und dem zu fixierenden Adsorbat bfldet 45 Testsystem fur Erkrankungen. An den Grenzzonen kOn- 

den Gegenstand der DE 43 23 487. In der WO 92/20780 nen Zell- und Matrixverfinderungen, z, R bei der Gabe 

(DE 41 16 727) wird die gieichzeitige Kultivierung un- von Medikamenten, geprOft werden. 

terschiedlicher S&ugerzellea die separate Gewinnung Die erfindungsgem&Ben lnteraktionszcllkultursyste- 

verschiedener Saugerzellprodukte sowie die Modellie- me eignen sich zur Verwendung ais in vitro Organ- und 

rung von von Organwechseiwirkungen auf humoraler 30 Gewebemodelle. 

Ebene beschrieben. Oberraschenderweise hat sich herausgestellt, daB 

Bei der Herstellung von Implantaten sind Verfahren z. E die Induktion eines artifizieUen Zellgewebes zu 

bekannt geworden, die von PolymerfaserbOndeln aus Knorpel- oder Knochengewebe durch transfizierte Zell- 

resorbierbarem Material ausgehen, auf das isolierte und kulturen oder dreidimensionale Kulturen von Periost- 

vermehrte Zelien gebracht und die BQndei implantiert 55 oder Perichondriumzellen, die eine extrazellulare Ma- 

werden (GA. Vacanti et aL, Plastic and Reconstructive trix entwickeln oder beshzen, den Aufbau von Modellen 

Surgery, VoL 8, No. 5,1991, 753-759). Auch in der WO fur Erkrankungcn erlauben, bei denen insbesondere die 

90/12603 werden dreidimensionale Trtgerstrukturen extrazellulare Matrix eine Rolle spielt 

genannt, die in der Form des zu ersetzenden Organs Rg,2zeigtZeiI-undGewebeanordnungen: 

ausgebildet und mit den gewttaschten ZeDen versetzt 60 Serielle Kultur: Faktoren aus dem Gewebe (links) 

stad. w'irken auf das Gewebe rechts. Der Faktor aus dem 

Mit der DE 43 06 661 schliefllich wird die Herstellung Gewebe rechts wirkt nicht auf das Gewebe links, 

eines Implantates aus Zellkulturen beansprucht Dem- Sandwich-Kultur: Zwei oder mehrere kQnstliche Ge- 
nach werden Knorpelzellen auf eine resorbierbare, vor- webe liegen abereinander oder aneinander (Kontaktzo- 

geformte, dreidimensionale Trtgerstruktur - die der 65 . J ^ m . XMi 

gewtinschten Struktur des Implantates entspricht — ge- Integrierte Kultun Dabei handeh es sich urn erne Mi- 
bracht und die Struktur mit einem Material ummantelt, schung unterschiedlicher Zelien zum Zwecke der Diffe- 
durch das eine Nihrkisung dif fundicrcn kann. Auf diese renzierung eines Gewebes. 
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Flieflende Zdlen: Ein Gemisch suspendierter Zdlen Die Anordnung dieses Verfahrens stelit eine definier- 
(z. B. Lymphozyten oder auch Mikroorginismen) strt- te Kontaktzone zwischen zwei arti&zelien dreidimen- 
men entiang eines artifiziellen Gewebes (z. B. Endothel) sionalen Zellgeweben her. 
und haf ten don an, wenn die Zellen passende Rezepto- 

ren exprimieren. 5 Beispiel 3 

Fig. 3 oberes Bild: Der Zweck der Zellmischung be- 
st eht darin, mit den wenigen vorhandenen diff erenzier- Modell Rheumatoide Arthritis 
ten bzw. differenzierenden Zellen mdglicfast vieie der 

undifferenziertcn Zeilen zudifferenzieren. Aggressive Zeflen aus der Synovia eines Patienten 

80% der undifferenziertcn mesenchymalen Zellen io mit rheumatoider Arthritis (3D-Gewebe 1) invadiertn 

und 20% der differenzierten Knorpelzellen befinden das Knorpelzellgewebe (3D-Gewebe 2) in vitro. 

sich zusammen in einem Gewebe (Gewebe 1). 
K5rperfremde oder genetisch manipuiierte Zellen Beispiel 4 

werden, wenn sie differenzierende Faktoren produzie- 

ren, urn das Gewebe 1 herum angeordnet is Knorpdgewebe 

— unteres Bild (Kontaktzone): Bei der rheumatoiden 
Arthritis zerstAren synoviale Zellen in den Geienken Vermehrte Knorpelzellen oder mesenchymale Vor- 
der Patienten den Gelenkknorpel, indem seine Oberflfi- I&uf erzellen unterschiedHchen Reifungs- und Diff eren- 
che und extrazellulSre Matrix zerstflrt werden und zierungsgrades werden in einer Fibrinogenldsung sus- 
schiicClich synoviale Zellen in den Knorpel eindringen. 20 pendiert, die ZeUsuspension in einem resorbierbaren 
Die Erfindung soli anhand von Ausfflhrungsbeispielen Poiymervlies verteflt, Faktoren oder Komponen ten der 
niher erlautert werden entsprechenden extrazellulfiren Matrix, die dem Wachs- 

tums- und Diff erenzierungsprozeB fflrderiich sind, zuge- 
Ausfflhrungsbeispieie setzt und durch Thrombinzugabe verfestigt und einem 

25 differenzierenden Mikromilieu ausgesetzt 



Beispiel 1 
Dreidimensionales Zellgewebe 



Beispiel 5 
Knochengewebe 



Ein dreidimensionales Zellgewebe wird mit Hilfe 30 

dreidimensionaler Tr&gentrukturen (resorbierbarcs Zellen osteogenen Ursprungs unterschiedlichen Rei- 

Polymerviies) hergestellt Fur die Hersteliung eines fungs- und Differenzierungsgrades oder mesenchymale 

Knorpelgewebes werden (a) entdifferenzierte (ver- Vorttuferzellen werden in einer Fibrinogenldsung sus- 

mehrte) Knorpelzellen oder (b) undifferenzierte raesen- pendiert, die Zellsuspension in einem resorbierbaren 

chymale Vorl&uferzellen verwendet Die in der Vlies- 35 Polymerkonstukt verteilt, Faktoren oder Komponenten 

stmktur zu verteilenden Zellen werden dabet erst in der entsprechenden extrazeilul&ren Matrix, die dem 

einer Fibrinogenl6sung suspendiert Die Zellsuspension Wachstums- und DifferenzierungsprozeG forderlich 

wird in den yiiestrtger gefilllt und durch Thrombinzu- sind, zugesetzt und durch Thrombinzugabe verfestigt 

gabe verfestigt und einem differenzierenden Mikromilieu ausgesetzt 

40 

Beispiel 2 Beispiel 6 

Differenzierendes Mikromilieu Model! "Rheumatoide Arthritis/in-vitro Pannusgewebe" 

Urn ein differenzierendes Mikromilieu zu schaffen, 45 Zellen der Synovialmembran eines Patienten mit 

wird (A) eine undifferenzierte Zellsuspension mit kdr- rheumatoider Arthritis (3D-Gewebe 1) treten wie im 

pereigenen Zellen oder Zellaggregaten eines differen- Beispiel 3 mit Knorpelzellgewebe (3D-Gewebe 2) in 

zierten PhSLnotyps 5 : 1 gemischt, (B) differenzierte aber vitro in Wechselwirkung. 
kCrperfremde Zellen m einem Gel oder Poiymervlies 

suspendiert und urn das Gewebe herum bzw. dzrekt an 30 Patentanspruche 
das zu differenzierende Gewebe angelagert 

Das differenzierende Mikromilieu kann I. Zellinteraktionssystem zur Induktion kunstlicher 

dreidimensionaler Gewebe, dadurch gekennxeich- 

1. durch differenzierte Knorpelzellen net, daB Kulturen, die eine extrazellulfire Matrix 

2. mit BMP (bone morphogeneuc protein) transfi- 55 besitzen oder entwickeln, miteinander Qber Mem- 
zierten Zellen branen verbunden sind oder in direktem Kontakt 

3. mit alien Zellen (Periost und Perichondriumzel- stehen oder miteinander vermengt sind. 

len)y Geweben (Periost, Synovia) oder Gewebe- 2. Zeninteraktionssystem nach Anspruch 1, dadurch 

komponenten (Matrix), die paraxrin Knorpel-diffe- gekennzeichnet, daB zur Induktion eines artifiziel- 

renzierende Faktoren produzieren oder freisetzen, eo Icn Zellverbandes zu Knorpel- oder Knochengewe- 

geschaffen werden. Derzeit bekannte Faktoren be genetisch manipuiierte Zeilen oder dreidiraen- 

sind z. B. bone morphogenetic proteins, cartilage sionale Kulturen von Periost- oder Perichondrium- 

drived morphogenetic proteins, transformig zellen in einem differenzierenden Mikromilieu Ver- 

growth factor beta (Luyten, F.P. et aL, Acta Orthop. wendung finden. 

Belg„ 58 SuppL 1 (1992) 263-267; Exp. Cell Res. M 3. Zellinteraktionssystem nach Anspruch l f beste- 

1994, 210: 224-9 j Chang, S.C et aL, J. BioL Chem. hend aus einer Perfusionskammer mit Wanneplat- 

1994, 269: 28227-28234). te, einer MhrlGsung und KQhibehAiter, einer Trop- 

fenbildungskammer, einer Mischungskammer, ei- 
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ncf Mengenmessungseurkbtung zur optischen 
KontroUe, ciner rYobeentnahmccinrichtun& einer 
Mediumauslaufkammer und einem Interface/PC 

4. Verfahren zur Hersteflung ones Knorpeigewe- 
bes mit Hilfe des Zelilnteraktionssystems nach An- 5 
spruch 1 bis 3, dadurch gekcnnzridmet, daB ver- 
mehrtc Knorpelzellen odcr mesencfayznale Voriftu- 
ferzellen unterschiedlichen Reifungs- und Differen- 
zienmgsgrades in einer FmrinogeniGsung suspen- 
diert, die Zelbuspension in einem resorbierbaren 10 
Poiymervlies vertexh, Faktoren odcr Komponenten 
der entsprechenden extrazeUularcn Matrix, die 
dem Wachstums- und DifferenzieningsprozeB fdr- 
derlich sind, zugesetzt werden und durch Throxn- 
binzugabe verfestigt und einem differenzierenden ts 
Mikromilieu ausgesetzt werden. 

5. Verfahren zur Hersteflung ernes Knochengewe- 
bes mit Hilfe des Zeilmteraktioossystems nach An- 
spruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB Zeilen 
osteogenen Urspnmgs unterschiedlichen Reifungs- 20 
und Difterenzierungsgrades odcr mesenchyznale 
Voriauferzelien in einer Fibrmogenlosung suspen- 
diert, die Zellsuspension in einem resorbierbaren 
Polymerkonstrukt verteilt, Faktoren oder Kompo- 
nenten der entsprechenden extrazellulflren Matrix, 25 
die dem Wachstums- und DifferenzierungsprozeB 
fordcrlich sind, zugesetzt werden und durch 
Thrombinzugabe verfestigt und einem differenzie- 
renden Mikromilieu ausgesetzt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 30 
zeichnet, daB zur Erzeugung eines differenzieren- 
den Mikro milieus cine Suspension vorher vermehr- 
tcr, undiffcrcnzicrtcr Zeilen mit autologen Zeilen 
oder Zcllaggregaten eines dcfinierten Phfinotyps 
gemischtwird. 35 

7. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zur Erzeugung eines differenzieren- 
den Mikro milieus eine Suspension vorher vermehr- 
ter, undifferenzierter Zeilen in direkten Knntakt 
mit einem Gel oder Poiymervlies, das differenzier- 40 
te, kSrperf remde Zeilen enthfiit, gebracht wird 

8. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das differenzierende Mikromilieu 

a) durch differemierte Knorpelzellen 

b) mit BMP (bone mcrphogenetic Protein), 43 
TCP oder verwandte Faktoren produzierende 
Zeilen, wobei diese in unterschiedlicher Weise 
zweckentsprechend genetisch manipulicrt sein 
kdnnen, 

c) durch alle Zeilen (z. E Periost- oder Peri- so 
chondriumzeDenX Gewebe (Periost, Synovia) 
oder Gewebekomponenten (Matrix), die knor- 
peldiffereczlerende Faktoren produzieren 
oder f reisetzen, erzeugt wird. 

9. Verwendung des Zdiinteraktionssystems nach 55 
Anspruch 1 bis 3 zur lnduktion kOnstlicher Gewe- 
be. 

la Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es zur Hersteliung vitaler Transplan- 
tate dient so 

1 1. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es zur in- vitro Simulation pathogeny 
tischer Prozesse und zur Etablierung von Krank- 
heitsmodellen dient 

12. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch ge- 65 
kennzeichneu daB zur Etablierung des Modells 
"Rheumatoide Arthritis/in-vhro Pannusgewebe" 
Zeilen der Synovialmembran eines Patienten mit 



487 Al 

6 

rheumatoider Arthritis (3D-Gewebe 1) mh Knor- 
pdzeilgewebe (30-Gewebe 2) in vitro in Wechsel- 
wirkungtretetL 
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80% undifferenzierte mesenchymal 




Zellsuspension im Vlies + 20% 
differenzierte Knorpelzellen 
(Gewebe l t Transplantat) 

differenzierte Oder BMP- 
produzierende Zellen in Gel Oder 
Vlies (Gewebe 2) 
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Synoviaie Zellen 
(meumatoide Arthritis) in Gel 
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Abstract 



Cell interaction system for induction of artificial 3-dimensional tissue comprises cultures, which comprise or 
develop an extracellular matrix and which are bound together through membranes or are in direct contact 
with one another or are mixed with one another. Also claimed are: (1 ) a method (a) for producing cartilage 
tissue using a system as above, comprising: (a) suspending cartilage cells or mesenchymal progenitor cells 
of different maturity and degree of differentiation in a fibrinogen solution, (b) distributing the suspension in a 
bioabsorbable polymer web, (c) adding factors or components of the corresponding extracellular matrix to 
promote growth and differentiation, (d) solidifying the composition by adding thrombin and (e) exposing the 
composition to a differentiating micro-medium; (2) a method (B) for producing bone tissue using osteogenic 
cells of different maturity and degree of differentiation in a fibrinogen solution and the method of (A). 
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